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(Представлено членом-кореспондентом НАН України В.А. Кунахом)
Дослiджено молекулярну органiзацiю i еволюцiю 5S рДНК у метелика Satyrus drias. Ви-
явлено, що вид має незвичайно довгий 5S рДНК повтор, який мiстить 120 пн, що на-
лежать кодуючiй дiлянцi, та 959 пн, що належать мiжгенному спейсеру. Порiвняння
послiдовностей показало, що спейсерна дiлянка мiстить два iнсерцiйнi елементи — El1
(265 пн) та El2 (73 пн), якi мають очевидну подiбнiсть (65–88%) до фрагментiв, лока-
лiзованих у не кодуючих дiлянках геному рiзних видiв метеликiв. Згiдно з отриманими
даними, довгий мiжгенний спейсер Satyrus drias вказує на появу в процесi еволюцiї двох
транспозицiй El1 i El2 з iнших геномних регiонiв.
Присутнiсть великої кiлькостi повторюваних послiдовностей ДНК є характерною особливiс-
тю еукарiотичних геномiв. Зручною моделлю для вивчення закономiрностей молекулярної
еволюцiї тандемно органiзованих повторюваних послiдовностей є 5S рДНК, яка присутня
в геномах усiх еукарiотiв. Вона складається з повторюваних одиниць, кожна з яких мiс-
тить консервативну послiдовнiсть, що кодує 5S рРНК та мiнливу спейсерну дiлянку. Аналiз
структури i полiморфiзму 5S рДНК широко застосовується в молекулярнiй таксономiї ба-
гатьох груп органiзмiв, особливо у вищих рослин [1–3]. Проте органiзацiя та еволюцiя цiєї
дiлянки геному у тварин, зокрема у комах, дослiдженi недостатньо. У зв’язку з цим мета
нашого дослiдження полягала у вивченнi молекулярної органiзацiї 5S рДНК у метелика
Satyrus drias (Scopoli, 1763).
Для дослiджень використовували метеликiв S. drias, що були зiбранi протягом липня
2008 р. на територiї с. Отрокiв (Новоушицький р-н Хмельницької обл.). Загальну ДНК
екстрагували з тiла метелика згiдно зi стандартним протоколом з використанням як детер-
гента додецилсульфату натрiю [4].
Для амплiфiкацiї повторюваної дiлянки 5S рДНК методом полiмеразної ланцюгової
реакцiї (ПЛР) використовували пару праймерiв RV0803 (5′-catagcggccgcgtggtcagtacttggatgg-
gtga-3′) та RV0804 (5′-cattgcggccgcttgcttgacttcggtgatcgga-3′), якi було розроблено нами ра-
нiше [5]. Цi праймери є комплементарними до дiлянки, що кодує 5S рРНК у декiлькох
видiв членистоногих, та мiстять на 5′-кiнцi додатковий сайт впiзнавання рестриктази Not
I, який використовували для подальшого клонування ПЛР-продуктiв. Кiлькiсть ДНК для
ПЛР становила 50 нг на реакцiю. Амплiфiкацiю ДНК проводили в середовищi такого скла-
ду: 1 × буфер для ПЛР (PCR-buﬀer, Qiagen, США), MgCl2 — 0,75 мМ, сумiш dNTP —
0,2 мМ кожного, праймери — 1 мМ кожного, ДНК-полiмераза (HotStartTaq, Qiagen) —
1 од. активностi на реакцiю. Загальний об’єм реакцiйної сумiшi становив 20 мкл. ПЛР про-
водили з використанням приладу MiniCycler (MJ Research Inc, США) за такою програмою:
1) початкова активацiя ДНК-полiмерази — 95 ◦С, 15 хв; 2) денатурацiя ДНК — 94 ◦С,
140 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2011, №1
45 с; 3) посадка праймерiв — 53 ◦С, 1 хв; 4) синтез ДНК — 72 ◦С, 2 хв; 5) закiнчення
амплiфiкацiї — 72 ◦С, 8 хв.; 6) припинення реакцiї — 4 ◦С. Загальна кiлькiсть циклiв амплi-
фiкацiї — 32. Для аналiзу результатiв ПЛР використовували електрофорез у агарозному
гелi.
Отриманi ПЛР-продукти обробляли рестриктазою Not I та лiгували по липких кiнцях
у плазмiду pLitmus 38 з використанням Т4 ДНК-лiгази (Fermentas, Литва). Трансформа-
цiю компетентних клiтин лiнiї Escherichia coli XL-blue проводили методом електропорацiї.
Присутнiсть вставки у складi рекомбiнантних плазмiд перевiряли методом blue-white colony
selection та пiдтверджували рестриктазним картуванням. Плазмiди видiляли методом луж-
ного лiзису [4]. Ферментативнi реакцiї проводили згiдно з рекомендацiями фiрми-поста-
чальника.
Вставки 5S рДНК вiдiбраних клонiв сиквенували з використанням Big Due Terminator
Cycle Sequencing Kit на сиквенаторi ABI Prism 310 (PE Applied Biosystems, США). Отриманi
послiдовностi задепоновано у базi даних Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) пiд номера-
ми HM042868 та HM042869. Первинну обробку та аналiз отриманої первинної нуклеотидної
послiдовностi виконували за допомогою комп’ютерної програми Chromas та пакета програм
комп’ютерної обробки даних DNASTAR [6]. Пошук послiдовностей у Genbank здiйснювали
за допомогою програми BLAST [7].
У результатi ПЛР-амплiфiкацiї повторюваної дiлянки 5S рДНК S. drias було видiлено
фрагменти ДНК завдовжки близько 100 та 1000 пн, якi було клоновано в бактерiальний
вектор. За результатами скринiнгу з використанням рестриктазного картування було iден-
тифiковано чотири рекомбiнантнi плазмiди, якi мiстили вставку завдовжки близько 1000
пн. Двi з цих плазмiд було сиквеновано. Аналiз отриманих нуклеотидних послiдовностей
показав, що обидва сиквенованi клони мають однакову довжину 1063 пн та вiдрiзняються
лише чотирма нуклеотидами, що вiдповiдає рiвню подiбностi мiж ними у 99,7%. Практич-
на iдентичнiсть цих двох випадково обраних клонiв вказує на високий рiвень концертної
еволюцiї повторiв 5S рДНК у геномi S. drias.
Отриманi нами послiдовностi було порiвняно з 5S рДНК тутового шовкопряда (Bombyx
mori L.) — єдиною послiдовнiстю 5S рДНК лускокрилих, яка наявна в базi даних Genbank.
Завдяки цьому було визначено границi кодуючої дiлянки та розраховано довжину мiж-
генного спейсера (МГС) 5S рДНК S. drias — 959 пн, яка виявилась набагато бiльшою, нiж
у B. mori — 147 пн. Ранiше iз застосуванням ПЛР нами було оцiнено довжину повторюваної
дiлянки у деяких iнших представникiв булавовусих лускокрилих та встановлено, що в бiль-
шостi випадкiв вона знаходиться в межах вiд 140 до 300 пн [5]. Порiвняння наших нових
даних з результатами, отриманими ранiше для iнших видiв тварин [8–11] та рослин [1–3],
свiдчить про те, що 5S рДНК S. drias має один з найдовших МГС серед усiх дослiджених
еукарiотiв.
Порiвняння МГС S. drias з МГС B. mori виявило практично повну вiдсутнiсть подiб-
ностi мiж цими двома послiдовностями. Проте пошук, проведений у базi даних Genbank
з використанням програми BLAST [7], показав, що в межах МГС S. drias присутнi два
елементи — El1 та El2 (рис. 1), якi мають подiбнiсть у 65–80% (El1, рис. 2) та 80–88%
(El2, рис. 3) з декiлькома послiдовностями ДНК з геномiв метеликiв, що належать до рiз-
них родин (табл. 1, 2). El1 та El2 мають розмiри 265 та 73 пн i розташованi вiдповiдно на
вiдстанi 75 та 718 пн вiд 5′ кiнця МГС. Гомологiю мiж послiдовнiстю МГС S. drias та по-
слiдовностями з Genbank було знайдено або по всiй довжинi, або лише в окремих частинах
El1 та El2.
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Рис. 1. Розташування елементiв El1 та El2 у спейсернiй дiлянцi 5S рДНК Satyrus drias
Рис. 2. Вирiвнювання 5SR послiдовностей ДНК, якi мають подiбнiсть з елементом El1 5S рДНК Satyrus
drias. Позначення послiдовностей вiдповiдають таким у табл. 1
Таблиця 1. Послiдовностi ДНК, якi мають подiбнiсть з елементом El1 5S рДНК Satyrus drias
Умовне
позначення
послiдовностi
Номер
послiдовностi
в базi даних
Вид Родина
Iнформацiя
про послiдовнiсть
Acaja36 AJ809379 Arctia caja Arctiidae Мiкросателiтний клон Acaja36
Bmor5 AP009029 Bombix mori Bombycidae Послiдовнiсть хромосоми
5 (BAC клон 520F12)
Bmor18 AP009035 B. mori Bombycidae Послiдовнiсть хромосоми
18 (BAC клон 535J11)
Bmor23 AP009022 B. mori Bombycidae Послiдовнiсть хромосоми
23 (BAC клон 513P13)
Bmor27 AP008992 B. mori Bombycidae Послiдовнiсть хромосоми
27 (BAC клон 001D20)
HcecLys M60914 H. cecropia Saturniidae Iнтрон 1 гена лiзоциму
OnubD77 DQ354701 Ostrinia nubilalis Crambidae Мiкросателiтна
послiдовнiсть D77
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Рис. 3. Вирiвнювання 5SR послiдовностей ДНК, якi мають подiбнiсть з елементом El2 5S рДНК Satyrus
drias. Позначення послiдовностей вiдповiдають таким у табл. 2
Виявленi нами 5SR-послiдовностi (вiд англiйського: 5S rDNA spacer related), що го-
мологiчнi до El1 та El2, знаходяться в некодуючих дiлянках (промоторах, iнтронах,
3′ нетрансльованих зонах) рiзних генiв, що кодують бiлки, у мiжгенних районах або
у фланкуючих зонах мiкросателiтних послiдовностей (табл. 1, 2). У деяких видiв зна-
йдено по двi i бiльше дiлянок у геномi, якi мають подiбнiсть до El1 та El2. Наприк-
лад, у B. mori 5SR-послiдовностi, гомологiчнi до El1, присутнi на хромосомах 5, 6, 18,
23 та 27 (див. табл. 1). Отже, можна стверджувати, що iдентифiкованi нами 5SR-дiлян-
ки належать до групи диспергованих повторюваних послiдовностей. Оскiльки 5SR-по-
Таблиця 2. Послiдовностi ДНК, якi мають подiбнiсть з елементом El2 5S рДНК Satyrus drias
Умовне
позначення
послiдовностi
Номер
послiдовностi
в базi даних
Вид Родина
Iнформацiя
про послiдовнiсть
Aep063 DQ380840 Arhopala epimuta Lycaenidae Мiкросателiтний клон AEP063
CmutB415 EF187470 Calephelis mutica Riodinidae Мiкросателiтний клон CMB415
CfumFPPS AY962308 Choristoneura Tortricidaе Miжгенна дiлянка пiсля гена
fumiferana фарнезил дифосфат синтази
Cfum18 FJ542026 Ch. fumiferana Tortricidae Мiкросателiтний клон Fum18
CeurPGI DQ205092 Colias eurytheme Pieridae Iнтрон 9 гена
фосфоглюкозоiзомерази (PGI)
HvirPR AJ748325 Heliothis virescens Noctuidae 3′-UTR (нетрансльована дiлянка)
гена рецептора феромону
Hvir7E22 CU856076 Heliconius melpomene Nymphalidae Геномний клон AEHM-7E22
Hvir7G5 CU462858 H. melpomene Nymphalidae Геномний клон AEHM-7G5
Hvir13H8 CU525306 H. melpomene Nymphalidae Геномний клон AEHM-13H8
Hvir27N4 CU468009 H. melpomene Nymphalidae Геномний клон AEHM-27N4
Hvir41C10 CR974474 H. melpomene Nymphalidae Геномний клон AEHM-41C10
LdisVit U90756 Lymantria dispar Lymantriidae Промоторна дiлянка гена
вiтелогенiну
YcagPBP AF177661 Yponomeuta Yponomeutidae Iнтрон 1 гена бiлка
cagnagellus зв’язування феромону (PBP)
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слiдовностi присутнi в геномах метеликiв з рiзних родин, можна висунути припущення,
що ця група повторюваних послiдовностей виникла на раннiх етапах еволюцiї ряду лус-
кокрилих, ще до дивергенцiї вiдповiдних родин. На користь такої точки зору свiдчить
те, що виявленi нами варiанти 5SR-послiдовностей досить сильно вiдрiзняються мiж со-
бою (див. рис. 2, 3), тобто встигли дивергувати за рахунок накопичення мутацiй. На
бiльш пiзнiх етапах еволюцiї вiдбулося перенесення 5SR-послiдовностей у спейсерну дi-
лянку 5S рДНК S. drias, що спричинило збiльшення її довжини. Цiкаво, що в геномi
S. drias нам не вдалось виявити варiантiв 5S рДНК малої довжини, крiм варiантiв роз-
мiром у 100 пн, якi виявились псевдогенами (данi не наводяться). Це означає, що пiсля
iнсерцiї в МГС 5SR-послiдовностi розповсюдились по всiх копiях 5S рДНК, що можна по-
яснити концертним характером еволюцiї цiєї родини тандемно органiзованих повторюваних
послiдовностей.
Зважаючи на те, що сиквенований нами варiант МГС має незвичайно великий розмiр
у порiвняннi з iншими лускокрилими, може постати питання про функцiональнiсть тако-
го гена. Оскiльки при проведеннi ПЛР з ДНК S. drias утворювались лише два продукти
з довжинами близько 100 та 1000 пн, менший з яких є амплiфiкатом псевдогенiв, то мож-
на вважати, що кодування 5S рРНК мають забезпечувати саме дiлянки, якi мiстять МГС
великої довжини. Отже, поява протягом еволюцiї у складi МГС послiдовностей El1 та El2
не порушила функцiональну активнiсть 5S рДНК у S. drias.
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Molecular organization of 5S rDNA of Satyrus drias (Lepidoptera)
The molecular organization and the evolution of 5S rDNA of Satyrus drias are studied. It is shown
that this species possesses unusually long 5S rDNA repeats, which are composed of a 120-bp long
coding region and a 959-bp long intergenic spacer. The comparison of sequence revealed that the
spacer region contains two sequence elements, El1 (265 bp) and El2 (73 bp), which demonstrates a
similarity (65–88%) to the sequences located in non-coding regions in genomes of several butterﬂy
species. The results suggest that the long intergenic spacer of Satyrus drias appeared in the evolution
as a result of the transposition of El1 and El2 from other genomic regions.
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